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論文内容の要　旨
【目　的】
心臓の発生において、神経堤細胞が心臓に遊走し、その形態形成に重要な役割を演じていること
が報告されている。その神経堤細胞の遊走には、多くの細胞接着因子が関与していることが推測さ
れているが、心臓発生のいっ頃に、どの様な機序で遊走が誘導されるのかは明らかにされていない。
そこで、神経堤細胞の遊走に深く関与すると考えられている細胞接着因子のN－CAM、および神
経堤細胞が問葉系細胞に分化する時に作用すると考えられているvinculinの発現を経時的に免疫組
織化学的に検討し、これらの因子が心臓発生において、いっ頃、どの様な役割をしているか考察し
た。
【方　法】
胎生11．5、12．5、13．5、14．5、15．5日のSprague－Dawleyラット（以下SDラット）胎仔を使用した
（母体ラットの腫分泌物スメアにて妊娠を確認した日の午前0時を妊娠0日とした）。妊娠母ラット
をェーテル麻酔下に屠殺し、速やかに胎仔を摘出した。胎仔全体をカルノア液（ェクノール：クロ
ロホルム：酢酸＝6：3：1）にて固定後、パラフィン包埋し、厚さ5〟mの連続切片を作成した。
組織切片はHE染色にて心臓の部位の確認をした後、抗N－CAM抗体、抗vinculin抗体による免疫
組織染色を行った。これらの切片をコンピューター（Power Macintosh8100／100，Apple，CA）
により3次元的に再構築し、N－CAM、Vinculinの発現部位を立体的に検討した。
【結　果】
胎生12．5日に流出路内膜下結合組織、心内膜床に少数のN－CAM陽性細胞を認めた。胎生13．5日
では、流出路内膜、内膜下結合組織、大動脈弓中膜、外膜、反回神経へと連続したN－CAMの発
現を認めた。又、心内膜床、冠静脈洞前壁、静脈桐周囲、反回神経へと連続するN－CAMの発現
を認めた。胎生14．5日になると流出路から反回神経へとつながるN－CAMの発現はより増強し、半
月弁原基にもN－CAM陽性細胞の出現を認めた。胎生15．5日では、N－CAMの発現は反回神経を
含む大動脈周囲の神経組織では増強していたが、流出路や心臓内での発現は滅弱した。
Vinculinは、胎生13．5日に総動脈幹分割部（大動脈肺動脈中隔）に、N－CAMの発現部位に一致
して強い発現を認めた。円錐部隆起にもvinculinの発現を認めた。胎生14．5日では、完成した円錘
部中隔に、やはりN－CAMの発現部位に一致して強いVinculinの発現を認めた。一方、大動脈肺動
脈中隔でのvinculinの発現は13．5日に比べ滅弱していた。胎生15．5日では、大動脈弓の内膜同園中
膜での発現は増強していたが心臓内での発現は滅弱していた。
【考　察】
総動脈幹分割・半月弁形成直前の時期に、一過性に反回神経から流出路にかけN－CAMの連続
した発現を認めた。これまで、Kirby　らやNishibatake　らは、鶏胚神経堤細胞焼灼実験や鶏胚キ
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メラ実験により、神経堤細胞が神経堤から第4・第6動脈弓に沿って遊走し、総動脈幹分割・半月
弁形成することを報告している。また、Bronner－Fraserら、Akitaya　ら、Shankar　らは、
N－CAMが神経堤細胞遊走に関与することを報告している。従って、この実験で示されたN－CAM
の反回神経から動脈幹につながる一過性の発現は、この時期から考えて、神経堤細胞の遁走経路を
示しているものと考えられた。
vinculinは、胎生13．5日の完成直後の肺動脈大動脈中隔、胎生14．5日の分割直後の円鍾部分割部
に限局して強く発現した。Rogalskiらは、物理的な力のかかる細胞でvinculinが強く発現すると
報告している。しかし、血圧等による物理的な力により　vinculinが発現しているのであれば、動
脈の壁周囲全体に発現するはずであり、中隔部分に限局して著明に発現するとは考えにくい。また、
Rogalskiらは筋収縮に関連したvinculinの発現を報告しているが、Kirby　らによると流出路での
収縮は胎生14．5日までに消失するので、胎生14．5日でのvinculinの発現が筋収縮に関連するとは考
えにくい。Rosenquistらは、神経堤細胞由来の外胚葉性中胚葉細胞の弾性線維産生に可溶性
tropoelastinが関与していることを報告しているが、この発現部位は今回の実験で明らかとなった
vinculin　の発現部位とよく一致している。さらに、流出路分割部でのvinculinの発現部位が
N－CAMの発現部位と一致していることより、神経堤細胞が外胚葉性中胚葉細胞に分化し、流出路
を分割し、さらに弾性緑維産生をすることで、流出路の形態を強化することが推測される。この過
程において、Vinculinは重要な役割を担っているものと考えられた。
【結　論】
1）胎生13．5日の流出路内膜、内膜下結合組織、大動脈弓中膜及び外膜、大動脈周囲神経へと連続
するN－CAMの一過性の発葺削ま、神経堤から動脈幹分割部、半月弁へと遊走する神経堤細胞の
遊走路に関連していると考えられた。
2）胎生13．5日、胎生14．5日のvinculinの一過性発現は、神経堤細胞が外胚葉性中胚葉の細胞へと
分化し、動脈幹の分割に寄与するのに関連していると考えられた。
論文審査の結果の要旨
これまで、鶏胚培養を用いた神経堤焼灼実験やウズラ神経堤の鶏胚内移植実験により、神経堤細
胞が発達中の心・大血管に遊走し）心・大血管系の発生、特に動脈幹・円錐部の分割や半月弁の形
成において重要な役割を演じることが示唆されてきた。一方、細胞接着因子N－CAM（NeuralCell
Adhesion Molecule）やその関連物質vinculinが神経堤細胞に発現することが知られている。本研
究は発生早期のラット胎仔心におけるNTCAMとvinculinの発現を免疫組織学的手法を用い、経時
的に詳細な検索を行い、これまでの鶏胚培養実験と比較検討することにより、哺乳類の心・大血管
発生における神経堤細胞の関与とN－CAMとvinculinの役割を検討したものである。
実験には、Sprague－Dawleyラットの妊娠11日から15日の胎仔を用い、カルノア固定後、パラフィ
ン包埋、5〟m厚の連続切片を作製し、抗N－CAM抗体及び抗vinculin抗体による免疫染色を行い
発現部位を経時的に検索した。さらに、コンピューターにより3次元再構成を行うことにより、免
疫染色発現部位を詳細に検討した。
その結果、妊娠13日を中心として、反回神経から第6動脈弓、流出路、動脈幹分割部、動脈円錐、
半月弁へと続くNTCAMの連続陽性部分が一過性に認められた。このNTCAMの発現部位とその経
時的変化をこれまでの鶏胚培養実験結果と比較検討することにより、N－CAMの連続陽性部分は神
経堤細胞の遊走経路を示唆しており、心・大血管における神経堤細胞の遊走においてもN－CAMは
重要な役割を演じていると考えられた。
一方、Vinculinは動脈幹および円錐部の分割部分で発現し、その部位はN－CAMと合致していた
が、発現時期はやや遅れ、妊娠13日で分割直後の総動脈幹中隔、妊娠14日で分割直後の円錐部中隔
において発現が増強していた。この発現の部位と時期は、神経堤細胞が外胚葉性中胚葉細胞に分化
する部位と時期に合致していた。そのことより、Vinculinは動脈幹・円錐部に遊走した神経堤細胞
一92－
の外胚葉性中胚葉細胞への分化及び動脈幹・円錐部の分割形成に関与していることが考えられた。
以上より、神経堤細胞が心・大血管に遁走し、停止・増殖・分化する過程において、N－CAMは
主に遁走・停止・増殖に、vinculinは主に増殖・分化に寄与しているものと考えられた。
本研究は、従来鶏胚が中心であった心・大血管系の初期発生の研究にラット胎仔を用い、心・大
血管の発生における神経堤細胞の関与とN－CAM及びvinculinの役割を示したものであり、先天性
心奇形発生機序解明の手がかりとなるものである。よって博士（医学）の学位授与に値するものと
認めた。
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